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中国芒(Miscanthus sinensis)种质资源 SSR 标记
遗传多样性分析

肖　 亮,薛　 德,蒋建雄,艾　 辛,覃静萍,陈智勇,刘树玲,易自力
(湖南农业大学生物科学技术学院,长沙 410128)

　 　 摘要: 利用 33 对 SSR 引物对来自中国 16 个省的 46 份野生芒(Miscanthus sinensis)种质进行遗传多样性分析。 结果显示:
(1)33 对 SSR 引物共扩增出 87 条 DNA 条带,75 条为多态性条带,占 86． 21% ,条带大小范围 80 ~ 310 bp;(2)遗传多样性参数

分析结果:Shannon′s 信息指数( I)变幅为 0． 020 ~ 1． 522,平均 0． 745,引物多态性信息含量(PIC)变幅为 0． 040 ~ 0． 738,平均

0． 445,遗传相似系数(GS)的变幅为 0． 315 ~ 0． 933,平均 0． 569,说明我国芒种质资源遗传基础宽,遗传多样性丰富;(3)相似

系数 UMPGA 聚类结果与主成分分析(PCA)结果一致,可将 46 份种质分为 3 大类群,类群Ⅰ主要由中部芒组成,类群Ⅱ主要

由北方芒组成,类群Ⅲ主要由南方芒组成,西南芒在每个类群中均有渗透,这一结果说明芒种质资源的遗传分化与其种源的

地理分布有一定的相关性,但与地理起源不能完全吻合。
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Genetic Diversity in Miscanthus sinensis of China Revealed
by Simple Sequence Repeats DNA Markers
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Abstract:In order to study the genetic diversity of Miscanthus sinensis from China,46 collections of M. sinensis
from 16 provinces were analyzed by the simple sequence repeats(SSR)markers. The results show that 33 SSR prim-
er pairs produced 87 bands with 75 polymorphic locis(86． 21% )and the size of amplified DNA varied from 80 to
310bp. Shannon diversity index( I)is 0． 020-1． 522,with a mean of 0． 745. Polymorphic information content(PIC)is
about 0． 040-0． 738,with a mean of 0． 445. Genetic similarity coefficient is about 0． 315-0． 933,with a mean of
0． 569. UPGMA and PCA Cluster analysis indicated that 46 collections of M. sinensis were clustered into 3 groups.
Group I was mainly composed of the germplasm from north China,group II composed of those from center China,
and group III composed of those from south China. But some collections from southwest of China were divided into
the above three groups. These results indicated that there was some relationships between M. sinensis varieties and
geographical distribution,but not all varieties coincided. with geographic origin.
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芒(Miscanthus sinensis Andersson)隶属于禾本

科(Poaceae)芒属(Miscanthus Andersson),为多年生

高大草本。 就世界范围来说,向北延伸近北极区的

俄罗斯岛屿、向南延伸至亚热带的日本诸岛。 在我

国主要分布于安徽、江苏、浙江、江西、湖南、湖北、陕

西、河南、福建、台湾、广东、海南、广西、贵州、云南、
吉林、辽宁等省,遍布于海拔 1800m 以下的山地、丘
陵和荒坡原野,秆纤维用途较广,早先用作工业造纸

原料 [1-2]。 近年来,生物质能源被认为是最具利用

前景的可再生能源,而芒具有生物量大、纤维素含量
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较高、灰分含量低、耐逆性强等特点,成为极具开发

价值的高效能源植物[3-4]。
目前,关于芒(M. sinensis)的研究主要集中在形

态学分类[5]、生态适应性[6]、生理特性[7]、种质抗逆

性[8]、引物标记开发[9-10] 以及遗传图谱构建[11] 和基

因定位[12-14] 等方面,国外早期的研究表明 AFLP、
RFLP 和 SSR 标记能够用于芒属植物的遗传多样性

分析[15-16]。 中国虽然是芒的分布中心,有着丰富的种

质资源,但因缺乏相关遗传基础方面的研究而阻碍了

对该类重要能源植物的开发与利用。 因此,本研究

利用 SSR 分子标记对采自中国 16 个省的 46 份野生

芒种质的遗传多样性进行分析,旨在初步了解我国

芒种质的遗传变异度、分布特点以及与地理来源的

关系,为该类种质资源的评价和育种利用提供参考。

1　 材料与方法

1． 1　 试验材料

供试样品为采自中国 16 个省的 46 份芒种质资

源,材料具体信息见表 1。 试验材料均保存于湖南

农业大学芒属植物种质资源圃。

表 1　 研究所用的芒种质资源

Table 1 　 The tested Miscanthus sinensis germplasms in
this study

代号

Code
编号

PlotNo.
原始采集地

Origin collection site
经度(E°)
Longitude

纬度(N°)
Latitude

海拔(m)
Altitude

1 D0309 安徽省黄山市 118． 23 30． 12 412

2 D0641 安徽省泾县 118． 45 30． 58 156

3 D0502 安徽省金寨县 115． 74 31． 19 601

4 D0430 福建省大田县 117． 83 26． 39 400

5 B0612 福建省上杭县 116． 85 25． 34 1207

6 D0437 福建省永安市 117． 53 26． 78 441

7 D0429 福建省永春县 117． 94 25． 52 746

8 C0532 广东省博罗市 114． 36 23． 34 79

9 D0222 广东省韶关市 113． 60 24． 79 20

10 D0225 广东省阳东县 112． 00 21． 88 30

11 C0536 广东省珠海市 113． 59 22． 26 5

12 C0542 广西省防城港市 108． 31 21． 67 0

13 D0328 广西省桂平市 110． 30 23． 46 63

14 B0338 广西省环江县 107． 99 25． 07 443

15 C0501 广西省柳州市 109． 68 24． 26 75

16 C0410 广西省南丹县 107． 36 24． 90 252

17 C0322 广西省凭祥市 109． 98 24． 19 167

18 C0507 广西省田林县 106． 40 24． 49 1625

表 1(续)

代号

Code
编号

PlotNo.
原始采集地

Origin collection site
经度(E°)
Longitude

纬度(N°)
Latitude

海拔(m)
Altitude

19 D0331 广西省武鸣县 108． 32 23． 18 113

20 A0311 广西省玉林市 109． 86 22． 56 887

21 C0404 贵州省荔波县 108． 09 25． 26 437

22 C0616 贵州省清镇市 106． 47 26． 56 1480

23 C0123 海南省琼中县 109． 90 19． 14 263

24 B0433L 河南省栾川县 111． 96 33． 74 1065

25 A0445 河南省新县 114． 88 31． 73 88

26 D0316 湖北省黄石县 115． 04 30． 21 60

27 D0318 湖北省罗田县 115． 68 31． 12 320

28 A0603 湖南省常德市 111． 750 29． 12 106

29 B0636 湖南省宜章县 112． 58 25． 20 328

30 B0631 湖南省石门县 110． 64 29． 97 1170

31 B0501 湖南省通道县 109． 78 26． 15 382

32 D0124 江西省上饶市 117． 80 28． 45 90

33 B0607 江西省萍乡市 113． 92 27． 45 1900

34 C0432 辽宁省鞍山市 123． 18 41． 07 205

35 B0509 辽宁省大连市 121． 78 39． 12 988

36 C0223 辽宁省新宾市 125． 13 41． 70 398

37 B0611 陕西省留坝县 106． 81 33． 69 1600

38 A0613 山东省日照市 119． 56 35． 41 0

39 C0624 四川省乐山市 103． 55 29． 45 528

40 C0631 四川省自贡市 104． 76 29． 34 430

41 A0410 云南省广南县 105． 51 23． 66 1173

42 A0414 云南省西畴县 105． 00 23． 40 1458

43 B0304 云南省麻栗坡县 105． 17 23． 36 1678

44 A0409 云南省西畴县 104． 92 23． 43 1412

45 D0120 浙江省青田县 120． 27 28． 16 50

46 D0135 浙江省云和县 119． 66 28． 23 119

1． 2　 试验方法

1． 2． 1　 叶片基因组 DNA 的制备 　 每样品取健康

嫩叶 1 g 左右,采用改良 CTAB 法[17] 制备模板

DNA,琼脂糖凝胶电泳检测模板 DNA 的质量和浓

度,工作液稀释至 20 ng / μl,4 ℃冷藏备用。
1． 2． 2　 PCR 扩增与产物检测　 试验中选用了本课

题组筛选出的 33 对 SSR 引物进行多态性分析[18]。
PCR 扩增在 Biometra Tgradient PCR 仪上进行,SSR-
PCR 反应体系为 15 μl(含 1 × PCR buffer、MgCl22． 5
mmol / L、Primer 各 0． 4 μmol / L、dNTPs 0． 2 μmol / L、
模板 DNA 40 ng、Taq 酶 0． 5 U),所用试剂均购自广

州东盛生物技术有限公司。 PCR 反应条件为:94 ℃
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预变性 5 min;94 ℃变性 1 min,52 ℃ ~62 ℃退火 30
s,72 ℃ 延伸 1 min,35 次循环;72 ℃ 延伸 7 min。
PCR 产物经 6% ~12%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离,银染显色后拍照。
1． 2． 3　 数据统计与分析 　 SSR 扩增带型以“0”和

“1”统计,在相同迁移率位置上,有带记为“1”,无带

记为“0”,构建“0,1”二元数列矩阵。 统计 SSR 扩增

的条带总数和多态性条带数,计算多态性位点百分

率( percentage of polymorphic bands, PPB), PPB =
(NPB / TNB) × 100% ,式中 NPB(number of polymor-
phic bands)为多态性条带数,TNB( total number of
bands) 为扩增总条带数。 采用 POPGENE version
1． 31 软件包计算 Shannon’ s 信息指数( Shannon′ s
(1972) Information index, I),根据公式 PIC = 1-∑
(Pi) 2(Pi 为第 i 种等位位点占总等位位点的比率)
计算 PIC 引物多态性信息含量(polymorphism infor-
mation content,PIC)。

采用 Jaccard 系数计算成对种质间遗传相似系

数(genetic similarity,GS),GS( jk) = a / ( a + b + c),
其中 a 为 j 和 k 种质共有的位点数,b 为 j 有而 k 无

的位点数,c 为 k 有而 j 无的位点数。
利用 NTSYS pc 2． 1 软件包中的 SHAN 程序,以

非加权类平均法 UPGMA ( unweighted pair group
method using arithmeticaverages)进行聚类分析,并绘

制相似系数树状聚类图和主成分分析(principal co-
ordinates analysis,PCA)图。

2　 结果与分析

2． 1　 SSR 引物多态性分析

多态性带数和百分率可以直接反映材料的多态

性,同时也可以间接反映引物多样性信息量。 本研

究中所采用的 33 对 SSR 引物均能扩增出稳定清晰

的 DNA 条带(表 2),33 对 SSR 引物共扩增出 87 条

DNA 条带,每对引物扩增条带数 1 ~ 8 条,平均每对

引物扩增条带数为 2． 64 条,扩增条带大小范围为

80 ~ 310 bp。 所有引物中,编号 HAU-193 的引物扩

增条带数最多,为 8 条;其次为 HAU-17 和 HAU-
379,均扩增出 5 条条带。 在引物评价种质资源遗传

多样性的方法中,扩增条带数越多说明引物鉴别力

越强,因此,HAU-193、HAU-17 和 HUA-379 为鉴别

能力最强的引物,可作为种群内多样性鉴别的首选

引物。 在所有供试材料中具有多态性的引物共 29
对,共扩增出多态性条带 75 条,多态性条带比率

(PPB)为 86． 21% 。

表 2　 SSR 引物及其多态性分析
Table 2　 SSR primers and polymorphism analysis

引物

编号

Primer

条带大小

(bp)
Size

总条

带数

TNB

多态性

条带

NPB

多态性

比率(% )
PPB

Shannon′s
信息指数

I

多态性信

息含量

PIC

HAU-2 140 1 1 100． 00 0． 086 0． 172

HAU-3 140 1 0 0 - -

HAU-10 90 ~ 95 3 2 66． 67 0． 692 0． 499

HAU-12 80 ~ 90 3 3 100． 00 1． 067 0． 653

HAU-17 240 ~ 300 5 5 100． 00 1． 370 0． 688

HAU-18 170 ~ 180 2 2 100． 00 0． 303 0． 164

HAU-20 120 ~ 125 2 2 100． 00 0． 690 0． 497

HAU-32 100 ~ 110 3 3 100． 00 0． 947 0． 569

HAU-45 140 ~ 170 4 4 100． 00 1． 325 0． 724

HAU-47 130 ~ 145 4 4 100． 00 1． 133 0． 620

HAU-52 140 ~ 160 4 4 100． 00 1． 137 0． 637

HAU-58 125 ~ 135 3 3 100． 00 0． 196 0． 078

HAU-60 100 ~ 110 2 2 100． 00 0． 551 0． 365

HAU-101 290 ~ 310 4 3 75． 00 1． 243 0． 676

HAU-130 125 ~ 135 3 2 66． 67 0． 960 0． 567

HAU-139 120 1 0 0 - -

HAU-170 95 ~ 120 4 3 75． 00 1． 113 0． 653

HAU-182 130 1 1 100． 00 0． 039 0． 078

HAU-187 120 ~ 130 2 1 50． 00 0． 693 0． 500

HAU-193 120 ~ 180 8 8 100． 00 1． 522 0． 738

HAU-196 140 ~ 150 2 1 50． 00 0． 593 0． 403

HAU-205 130 ~ 150 3 2 66． 67 0． 944 0． 570

HAU-252 150 1 0 0 - -

HAU-310 90 1 1 100． 00 0． 020 0． 040

HAU-348 130 1 1 100． 00 0． 067 0． 135

HAU-351 90 1 1 100． 00 0． 020 0． 040

HAU-372 110 ~ 125 3 3 100． 00 0． 731 0． 405

HAU-379 175 ~ 295 5 5 100． 00 1． 314 0． 710

HAU-383 200 ~ 250 2 2 100． 00 0． 669 0． 476

HAU-384 170 ~ 290 4 3 75． 00 1． 118 0． 599

HAU-414 150 ~ 170 3 2 66． 67 1． 034 0． 624

HAU-452 200 1 0 0 - -

HAU-456 80 1 1 100． 00 0． 020 0． 040

总和 Total - 87 75 86． 21 - -

平均Mean - - - - 0． 745 0． 445

引物多态性信息含量 (PIC) 范围为 0． 040 ~
0． 738,平均为 0． 445。 PIC 的变异系数(CV)较大,
达到 54． 21% ,说明不同引物反映出的遗传多样性

33
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程度的差别较大。 按照 Botstein 等[19]提出的衡量基

因变异程度高低的指标:当 PIC > 0． 5 时,该基因座

为高度多态基因座,PIC 介于 0． 25 ~ 0． 50 时为中度

多态基因座,PIC < 0． 25 时为低度多态基因座,29
对具体多态性的引物中处于高度多态位点的引物

15 对,处于中度多态位点的引物 7 对,处于低度多

态位点的引物 7 对。 其中,引物 HAU-193 的 PIC 最

大,达到 0． 738,引物 HAU-310、HAU-351 和 HAU-
456 的 PIC 最小,仅为 0． 040,Shannon’ s 信息指数

( I)变幅为 0． 020 ~ 1． 522 之间,平均为 0． 745,表明

46 份芒种质间遗传分化大。
2． 2　 遗传相似性及聚类分析

利用 75 个具有多态性的位点计算 46 份芒野生

种质两两间的 Jaccard 遗传相似系数,GS 的变化范

围为 0． 315 ~ 0． 933,平均相似系数为 0． 569,经检验

符合正态分布。 其中 34 号材料(辽宁鞍山)和 36
号材料(辽宁新宾)之间相似性最大(GS = 0． 933),
说明它们的遗传基础最近;而 9 号材料(广东韶关)
和 24 号材料(河南栾川) 之间的相性最小(GS =
0． 315),说明这 2 份材料遗传基础最远。

根据 Jaccard 遗传相似系数进行 UPGMA 聚类

分析,结果如图 1 所示,33 对引物可以将 46 份种质

资源划分成 3 大类群。 其中第Ⅰ、Ⅱ类群均由 18 份

材料组成,第Ⅲ类群由 10 份材料组成。 从材料的来

源来看,类群Ⅰ的 18 份材料分别由 4 份湖南(28 ~
31)、2 份湖北(26 ~ 27)、2 份江西(32 ~ 33)、3 份安

徽(1 ~ 3)、2 份浙江(45 ~ 46)、1 份广西(17)、3 份

云南(41,43 ~ 44)和 1 份广东(11)材料构成,类群

Ⅱ由 3 份辽宁(34 ~ 36)、1 份陕西(37)、1 份山东

(38)、2 份河南(24 ~ 25)、4 份广西(12 ~ 14,18)、1
份云南(42)、2 份贵州(21 ~ 22)、2 份四川(39 ~ 40)
和 1 份广东(8) 材料构成,类群Ⅲ则由 2 份广东

(9 ~ 10)、4 份福建(4 ~ 7)、1 份海南(23)和 3 份广

西(15 ~ 16,19)材料构成。 从供试材料的地区来源

来看,第Ⅰ类群中,除 1 份广东芒以外,可归为华中

芒、华东芒与西南芒的混合组,第Ⅱ类群除 1 份广东

芒外,可归为东北芒、西北芒与西南芒的混合组,第
Ⅲ类群可归为华南芒与西南芒的混合组。 因此,从
聚类主要构成成分来看,来源于我国华中、华东芒聚

为一类,暂命名为中部芒类群(类群Ⅰ);来源于东北、

0.676 0.740 0.805

Coefficient

0.869 0.933

中部芒类群

北方芒类群

南方芒类群

1
2
3
31
32
26
11
43
17
44
41
45
27
29
30
46
28
33
18
42
8
22
12
13
21
39
40
14
34
36
25
38
20
24
35
37
4
6
9
5
16
7
23
15
19
10

Ⅰ

Ⅲ

Ⅱ

图 1　 基于遗传相似性系数的 UPMGA 树状聚类图

Fig． 1　 Dendrogram based on coefficient of similarity
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西北和华北的芒聚成一类,暂命名为北方芒类群

(类群Ⅱ);来源华南的芒聚为一类,暂命名为南方

芒类群(类群Ⅲ)。 从聚类的整体趋势看来,33 对

SSR 引物能将来自我国北方、中部和南方的芒种质

资源区分开,但每个类群中都不同程度地混杂了来

自广东、广西、贵州、云南和四川等 5 省的芒。 这说

明芒种群内的遗传关系有一定的地理区域特征,但
与地理起源不能完全吻合。

对遗传相似系数的矩阵进行主成分分析,结果

见图 2。 第 1、2 主成分解释变异的贡献率最高,分
别为 16． 52%和 13． 46% 。 每份材料在第 1、2 主成

分中的因子得分决定了该材料所处的平面位置,位
置相近的材料归为一类。 群体Ⅰ的 18 份材料在第

1、2 主成份中得分均高,群体Ⅱ的 18 份材料在第 1
主成分中得分低,而在第 2 主成分中得分高,群体Ⅲ
的 10 份材料则在第 1 主成分中得分中等,但在第 2
主成分中得分低。 主成分聚类结果与遗传系数聚类

结果完全一致。
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图 2　 基于主成分分析的二维坐标图

Fig． 2　 Two-dimention based on PCA

3　 讨论

3． 1　 SSR 标记在芒属植物中的识别能力

1995 年 Fitzslnunons 等[20]用 6 对海龟 SSR 标记

在淡水龟中进行扩增,证明 SSR 引物序列在相近物

种间具有一定的保守性。 近年来,多项研究也表明

SSR 标记在种内不同种质资源或不同品种间也具有

较好的鉴别能力[21-24]。 本课题组利用 SSR 引物对

芒属内不同种间进行多样性分析,结果表明 SSR 引

物可用作芒属内不同种群间的鉴别[25]。 本试验研

究结果表明,不同种质间的遗传相似系数 GS 平均值

为 0． 569,多态性信息含量 PIC 平均植为 0． 445,Shan-
non’s 信息指数(I)平均为 0． 745,说明芒种质资源间

的遗传变异较大,遗传多样性丰富,同时也证明 SSR
引物也可在同一种群内不同种质资源间进行鉴别。
3． 2　 聚类分析

谢文刚等[26]关于鸭茅(Dactylis glomerata)和苏

东等[27] 关于苜蓿 (Medicago falcata) 以及刘新龙

等[28]关于滇蔗茅(Erianthus rockii)种质遗传多样性

研究均得出,种质资源的遗传分化与地理起源具有

一定的相关性。 本研究结果也表明芒(M. sinensis)
遗传分化与地理起源有一定的相关性,即地理来源

一致的种质资源聚为一类。 究其原因可能与芒是专

性异花授粉植物的特性有关,对于异花授粉的植物

而言,若无高山、水系等地理因素隔离的前提下,同
一种群之间的基因交流会比自花授粉的植物相对频

繁。 结合我国主要山脉分布情况,北方芒类群处于

秦岭及延迟线以北,南方芒类群位于南岭以南,中部

芒类群则位于秦岭以南、南岭以北以及巫山、雪峰山

一线以东的区域,这一自然山脉地理格局与芒的分

类群体基本吻合。 目前,除 SSR 标记外, RFLP、
AFLP 和 SRAP 等标记亦被用于芒属植物遗传多样

性研究[9-10,16]。 因此,本研究认为增加现有标记数

量和类型,以及加大参试样本数,是分析芒属能源植
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物遗传多样性后续研究的重要途径。
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